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RESUMO - As atividades da redutase do nitrato (RN), sintetase da glutamina (GS), sintase do glutamato
(GOGAT) e desidrogenase do glutamato (GOH) foram avaliadas em lâminas foliares e raízes de serin-
gueira (Hevea brasi/iensis Muell. Arg.) com 7 meses de idade, cultivadas em solução nutritiva contendo
0, 1 ou 12 mM de nítrato. O aumento no suprimento de nitrato aumentou a atividade da redutase do
nitrato nas raízes e da glutamina sintetase, glutamato sintase e glutamato desidrogenase nas folhas de
plantas jovens de seringueira. A redução do nitrato parece ocorrer basicamente no sistema radicular, já
que não se conseguiu detectar atividade da redutase do nitrato na parte aérea. Por outro lado, a ativida-
de das enzimas de assimilação de amônio foi significativamente mais alta nos tecidos foliares, indicando
que as folhas são os principais sítios de incorporação de amônio em aminoácidos. Essas observações
sugerem que a seringueira possui mecanismos para transportar o nitrogênio reduzido das raízes até as
folhas antes de sua incorporação em aminoácidos.
Termos adicionais para indexação: desidrogenase do glutamato, redutase do nitrato, seringueira,
sintetase da glutamina, sintase do glutamato.
NITRATE REDUCTION ANO AMMONIUM ASSIMILATION IN Hevea brasi/iensis
GROWN UNDER INCREASING LEVELS OF NITRATE
ABSTRACT- The activities of nitrate reductase (RN), glutamine synthetase (GS), glutamate synthase
(GOGAT) and glutamate dehydrogenase (GOH) were evaluated in the leaves and roots of seven month
old rubber tree plants, cultivated in nutrient solutions with 0, 1 and 12 mM nitrate. High nitrate levels
caused high NR activity in roots and high activity of GS, GOH and GOGAT in leaves of young rubber
trees (Hevea brasiliensis Muell. Arg.). Nitrate reduction seemed to occur basically at the roots, and no
activity was detected in the shoot. Enzymes related to the assimilation of ammonium occurred mainly in
the leaves. These observations suggest that the rubber tree has a mechanism to transport reduced
nitrogen from the roots to the leaves where it is incorporated in aminoacids.
Additional index terms: glutamate dehydrogenase, glutamate synthase, glutamine synthetase, nitrate
reductase.
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INTRODUÇÃO
Em cultivos comerciais, as plantas adquirem o nitro-
gênio principalmente pela absorção do nitrato pelas
raízes, exceto aquelas que apresentam associações
simbióticas com bactérias do gênero Rhizobium. Na cé-
lula, o nitrato é reduzido a nitrito e, em seguida, a amônio
pelas enzimas redutases do nitrato e do nitrito, respecti-
vamente. A seguir, o amônio é incorporado em
aminoácidos pela ação conjunta das enzimas sintetase
da glutamina (GS) e sintase do glutamato (GOGAT).
As propriedades bioquímicas da GS, particularmen-
te sua alta afinidade pelo amônio (em comparação com
a GDH) (O'Neal & Joy, 1974) e a localização de subs-
tancial proporção dessa enzima nos cloroplastos (O'Neal
& Joy, 1973) ou nos plastídeos das raízes (Miflin, 1974),
sugerem importante participação GDH no processo
assimüatório. Isto foi reforçado pela descoberta de Lea
& Miflin (1974) de uma rota alternativa de produção de
glutamato (GLU), através da detecção da atividade da
GOGAT em plantas superiores. Posteriormente, ficou
demonstrado que a rota GS/GOGAT era a principal via
de assimilação do amônio (Miflin & Lea, 1976).
A GS cata lisa a conversão do aminoácido GLU para
a amida glutamina (GLN). Esta reação requer, além do
GLU e do amônio, ATP e um cátion divalente como cofator
(Miflin et aI., 1981). Nas folhas coexistem duas isoformas
de GS, uma citosólica (GS,) e outra cloroplastídica (GS2)
(McNally & Hirel, 1983).
A GOGAT catalisa a transferência redutiva do N-
amídico da GLN para o 2-oxoglutarato, para formar dois
GLU (Wightman & Forest, 1978). Em folhas, a maior
porção da enzima encontra-se localizada nos
cloroplastos, sendo a ferredoxina o principal redutor da
reação, enquanto que a forma dependente do NADPH
encontra-se em porções reduzidas (Wallsgrove et aI.,
1982). A terceira forma conhecida da enzima está pre-
sente nas células das raízes e utiliza o NADH como
agente redutor (Oaks & Hirel, 1985).
A produção líquida de GLU, entretanto, é idêntica à
reação catalisada pela GDH, já que a incorporação de
amônio a aminoácido via GDH resulta na produção de
uma molécula de GLU, a partir de 2-oxoglutarato, amônio
e NADH ou NADPH. A GDH está localizada nas
mitocôndrias de folhas e raízes (Emes & Fowler, 1979;
Miflin, 1974; Suzuki et aI., 1981) e, possivelmente asso-
ciada à membrana mitocondrial (Yamaya et aI., 1984). A
atividade da GDH é ainda controlada pela presença de
Ca,2 e NADH (Oaks & Hirel, 1985). Em um experimento
com células de raízes de cenoura, Robinson et aI. (1991)
demonstraram que a GDH é ativa na oxidação do GLU
mas não na aminação redutiva do 2-oxoglutarato.
Por apresentar um Km relativamente alto para o
amônio, a GDH não poderia competir com a GS pelo
cátion disponível. Porém, Pahlich & Gerlitz (1980) en-
contraram um Km bifásico e dependente da concentração
de amônio, sugerindo que o argumento anterior pode
não ser válido, uma ·vez que durante o processo
fotorrespiratório, no qual duas moléculasde glicina rea-
gem para formar uma molécula de serina, produzindo
também CO2, amônio e NADH, a matriz mitocondrial tor-
na-se um ambiente com elevadas concentrações de
amônio, o que favorece a atividade da GDH (Yamaya et
aI., 1984). Além disso, a mitocôndria compartimentaliza
a GDH, permitindo assim, que ela possa competir com
sucesso com a GS pelo amônio disponível.
O presente trabalho teve como objetivos identificar e
caracterizar a atividade das enzimas GS, GOGAT e GDH
em diferentes partes da planta de seringueira em fun-
ção do fornecimento de nitrato.
MATERIAL E MÉTODOS
As plantas foram obtidas a partir de sementes ilegíti-
mas do clone RRIM 600, coletadas em março de 1993.
As sementes foram germinadas em canteiros de areia e
protegidas contra radiação solar direta por uma palhada
de capim, sendo efetuadas 3 irrigações diárias. Ao atin-
girem o estádio de "palito", as plântulas foram agrupadas
de acordo com a uniformidade das raízes e da parte
aérea. Em seguida, cada conjunto uniforme de 4
plântulas foi transferido para vasos plásticos de 3,0 L,
contendo areia lavada como suporte de cultivo. Após o
transplantio, cada vaso recebeu 1,15 L de solução nu-
tritiva modificada de Bolle-Jones (1957), pH 6,5. Sob cada
vaso foi colocado um prato para coletar o volume exce-
dente de 400 mL de solução nutritiva, previamente
determinado em ensaio preliminar. Diariamente, o volu-
me dos pratos era completado com água desionizada.
Ao final de cada semana, antes de proceder à troca da
solução nutritiva e após a operação anterior ter sido con-
cluída, os vasos eram irrigados com água em abundância
com o objetivo de evitar uma possível salinização do meio
de cultivo.
As plantas foram mantidas em casa-de-vegetação e
ao atingirem 7 meses de idade, os tratamentos de O, 1
e 12 mM nitrato no meio de cultivo foram impostos por
58 dias por meio de solução nutritiva. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com cinco repetições. Os dados foram analisados esta-
tisticamente e as médias comparadas pelo teste de Tukey
a5%.
Vários ensaios preliminares foram realizados a par-
tir do protocolo básico descrito por Hageman & Reed
(1980), para se otimizar as condições do ensaio in vitro
da redutase do nitrato para folhas e raízes de seringuei-
ra. Baseado nos resultados obtidos nesses ensaios
preliminares, a atividade da redutase do nitrato experi-
mental foi determinada em material colhido às 8:00 h,
em meio de incubação constituído de tampão fosfato
100 mM, 100 mM de KN03 e 5% n-propanol, pH 7,5,
temperatura de 30°C e durante 60 min (Delú-Filho et aI.,
1997).
O material vegetal utilizado era composto de raízes
laterais ou lâminas foliares sem a nervura central, colhi-
do às 8:00 h, lavado em água desmineralizada,
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FIGURA 1 - Efeito do aumento da concentração do nitrato no meio de ensaio sobre a atividade
da redutase do nitrato (RN) em raizes de plantas jovens de seringueira.
mediatamente envolvido em gase e congelado em N2
íquido até determinação das atividades enzimáticas. Os
sxtratos brutos foram obtidos pela maceração de 1,O 9
íe folhas em 4 volumes ou de 1 9 de raízes em 2 volu-
nes de tampão Tris-HCI 100 mM, pH 7,5, contendo 2
nM de DTT, 1 mM de PMSF e 10% (m/v) de PVPP. Em
sequida, foram submetidos a uma centrifugação a
16.600 gn por 15 min e o sobrenadante foi utilizado como
onte de extrato enzimático bruto. A temperatura de to-
jos os equipamentos e soluções utilizadas durante os
ensaios foi mantida abaixo de 4°C.
Para o ensaio da GS, adicionaram-se 300 \JL do ex-
rato bruto a 700 \JLde um meio constituído de Tris-HCI
100mM, pH 7,5, 10 mM de 2-mercaptoetanol, 40 mM
íe MgSOJHP, 10 mM de NH20HCI, 10mM de ATP,
50mM de GLU. Incubou-se a mistura durante 30 minu-
os, sendo a reação paralisada pela adição de 1,0 mL
íe uma solução contendo 0,37 M de FeCI3. 0,37 M de
;CI e 0,20 M de TCA. Após centrifugação a 2800 gn'
oor 15 minutos, o quelato Fe-L-glutamil-y-hidroxamato
GHA) produzido foi quantificado espectro-
otometricamente a 540 nm (Ratajczack et aI., 1981).
A atividade da GDH foi determinada adicionando-se
50ul, do extrato bruto a um meio constituído de tampão
rris-HCl100 mM, pH 7,8, 100 mM de (NH4)2S04' 10 mM
íe 2-oxoglutarato e 4 mM de CaCI2. Essa mistura foi
ncubada, por 3 min, a 30°C, adicionando-se a seguir
),20 mM de NADH. O monitoramento da oxidação do
\jADH foi realizado em 340 nm.
A extração da enzima GOGAT foi realizada
nacerando-se os tecidos vegetais em tampão fosfato
50mM, pH 7,5, contendo 2 mM de DTT, 1 mM de PMSF,
10% de PVPP (m/v) e 1 mM de EDTA, à temperatura de
4° C. Após centrifugação (como descrito anteriormente),
o sobrenadante foi acondicionado em tubos de ensaio e
mantido em gelo.
Para o ensaio da Fd-GOGAT adicionaram-se 300 ul,
do extrato bruto obtido das folhas em 900 ul, de um
meio constituído de tampão fosfato 50 mM, pH 7,5, 15
mM de GLN, 15 mM de 2-oxoglutarato e 200 ul, de meti!
viologênio (2 9 L'). Essa mistura foi incubada por 2 mi-
nutos a 300C e foram adicionados 300 ul, de uma solução
contendo 16 mg de Na SP4 e 16 mg de NaHC0,3 por
mL de água destilada. A reação foi paralisada apos 20
minutos, imergindo-se os tubos de reação em água
fervente por 2 minutos, seguida de imediata agitação
em vortex até o desaparecimento da cor azul e posterior
resfriamento em gelo. Em seguida, o conteúdo de cada
tubo foi centrifugado a 18.000 g, durante 5 minutos. Do
sobrenadante retirou-se uma al(quota de 1 mL a qual foi
cromatografada em uma coluna de DOWEX 1-8X na for-
ma acética. Após lavagem da coluna com 15 mLde água
bidestilada, para remoção do excesso de GLN, o GLU
formado durante a reação foi eluído da coluna com 7 mL
de ácido acético 300 mM. Desse volume foram tomadas
alíquotas de 1 mL para determinação colori métrica do
GLU pelo método de Yemm & Cocking (1955).
A atividade da NADH-GOGAT foi determinada adici-
onando-se 100 ul, do extrato bruto obtido das raízes a
800 J.l.Lde um meio constituído de tampão fosfato 50
mM, pH 7,5, 15 mM de GLN, 15 mM de 2-oxoglutarato,
10 mM de KCI e 20 mM de ~-mercaptoetanol. Essa mis-
tura foi incubada por 3 minutos a 30°C, adicionando-se a
seguir 0,20 mM de NADH. Pelo decréscimo na concen-
tração do NADH avaliado a 340 nm, determinou-se a
atividade enzimática.
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FIGURA 2 - Ritmo diurno da atividade da redutase do nitrato em raízes de plantas jovens de
seringueira.
Concenlração de nitrato (mM) Órqão Concentração de nitrato (mM)
O 12 O 12
1,8 (A,a) 3,8 (A,b) 10,0 (A,c) folha (Fd-GOGAT) 12,0 (A,a) 58,0 (A,b) 77,0 (A,c)
O (B,a) O (B,a) O (B,a) raiz (NAOH-GOGAT) 1,0 (B,a) 2,0 (B,a) 4,0 (B,a)
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Nos ensaios in vivo realizados nos caules, pecíolos
e lâminas foliares das plantas jovens de seringueira não
foi detectada atividade da redutase do nitrato. Nas raízes,
a atividade da enzima foi induzida pelo aumento da con-
centração de NO"3 no meio de reação (Figura 1) e
apresentou valores mais elevados entre 8:00 e 12:00 h
(Figura 2). A partir das 15:00 h, a atividade da redutase
do nitrato nas raízes diminuiu significativamente, man-
tendo valores muito baixos até que as folhas
começassem a receber insolação na manhã seguinte
(Figura 2). A ausência de nitrato no meio de cultivo está
relacionada a níveis de atividade próximos de zero, con-
siderando-se que a redutase do nitrato (RN) é uma
enzima cuja síntese e atividade são induzidas pelo
substrato (Beevers & Hageman, 1969).
A atividade da GS em plantas jovens de seringueira
foi detectada predominantemente nas lâminas foliares
(Tabela 1). Observou-se, ainda, que o nitrato exerceu
TABELA 1 - Atividade da sintetase da glutamina em folhas e
raízes de seringueiras cultivadas em três níveis de nitrato. Os
valores referem-se a mmoles de GHA kg" MF rnirr'.
Órgão
folha
raiz
As letras maiúsculas comparam médias dentro do mesmo ní-
vel de N e letras minúsculas entre níveis de N para um mesmo
órgão.
um efeito positivo sobre a atividade da enzima, aumen-
tando sua atividade em mais de cinco vezes. Em plantas
anuais a atividade da GS parece ser estimulada tanto
pelo suprimento de nitrato (Vézima & Langlois, 1989),
como de amônio (Hoezle et a/., 1992), ou mesmo de N-
orgânico (Laurie & Stewart, 1990; Tonin & Sodek, 1990;
Junghans & Mosquim, 1995).
As menores atividades da GS observadas nas fo-
lhas nas concentrações O e 1 mM de nitrato (Tabela 1)
podem ser resultantes do fornecimento de quantidades
insuficientes de amônio para a enzima, como
consequência da baixa atividade da redutase do nitrato
nessas concentrações.
A atividade da Fd-GOGAT nas lâminas foliares foi sig-
nificativamente maior que a atividade da NADH-GOGAT
nas raízes (Tabela 2). Esses resultados e a baixa ativi-
dade da GS nas raízes (Tabela 1) indicam que, em
plantas jovens de seringueira, a assimilação primária
do amônio ocorre quase que integralmente na parte
aérea.
TABELA 2 - Atividade da sintase do glutamato em folhas e raizes
de seringueiras cultivadas em três níveis de nitrato. Os vaia-
res referem-se a mmoles de GLU kg" MF min'.
As letras maiúsculas comparam médias dentro do mesmo ní-
vel de N e letras minúsculas entre níveis de N para um mesmo
órgão.
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TABELA 3 - Atividade da desidrogenase do glutamato em fo-
lhas e raízes de seringueiras cultivadas em três níveis de
nitrato. Os valores referem-se a umoles de GLU g" MF rnirr .
Órgão Concentração de nitrato (mM)
o 12
folha 57,0 (A,b)
2,0 (B,a)
78,0 (A,c)
4,0 (B,a)
10,0 (A,a)
O (B,a)raiz
As letras maiúsculas comparam médias dentro do mesmo ní-
vel de N e letras minúsculas entre níveis de N para um mesmo
órgão.
. _Verificou-se ainda, que a presença de nitrato no meio
de cultivo exerceu efeito positivo sobre a atividade da
Fd-GOGAT, não apresentando, todavia, efeito significa-
tivo sobre a atividade da NADH-GOGAT. Os resultados
encontrados na literatura relacionados com o efeito do
nitrato sobre a atividade da GOGAT são contraditórios.
Trabalhando com plântulas de mostarda, Hecht et aI.
(1988) verificaram que o nitrato exerceu influência posi-
tiva sobre a síntese de novo e a ativação da
NADH-GOGAT, não apresentando qualquer efeito sobre
a Fd-GOGAT.Em nódulos de alfafa, Groat & Vance (1981)
notaram que o fornecimento exclusivo de nitrato inibia a
atividade da NADH-GOGAT. Segundo Rhodes et aI.
(1976), o fornecimento de nitrato inibe a atividade da Fd-
GOGAT em Lemna minar, ao passo que em cevada
esse ânion não apresenta nenhum efeito sobre a ativi-
dade da enzima (Lewis et aI., 1982). Em cotilédones de
soja, a NADH-GOGAT apresentou respostas variadas
em função do fornecimento de diferentes fontes de N-
orgânico (Junghans & Mosquim, 1995).
Nas plantas jovens de seringueira, a atividade da Fd-
GOGAT observada na ausência de nitrato no meio de
cultivo pode ser considerada expressiva, quando com-
parada com a atividade da enzima em outras espécies.
Isso pode ser explicado pelo fato da Fd-GOGAT ser uma
enzima ativa também no processo de reassimilação do
amônio produzido durante a fotorrespiração (Ogren,
1984) ou daquele derivado da degradação de compos-
tos nitrogenados presente nas células (Platt & Anthon,
1981).
A atividade da GDH foi significativamente maior nas
folhas do que nas raízes de plantas jovens de seringuei-
ra, à semelhança do que ocorreu com a GS e Fd-GOGAT
(Tabela3). Observou-se ainda que o nitrato exerceu efeito
positivo sobre a atividade da enzima na parte aérea, não
tendo contudo, provocado qualquer estímulo na ativida-
de medida nos tecidos radiculares. A exemplo da
GOGAT, a resposta da GDH em função da aplicação de
nitrogênio (nitrato ou amônio) parece não seguir um pa-
drão definido (Groat &Vance, 1981; Peeters &Van Laere,
1992; Cammaerts & Jacobs, 1985; .Srivastava & Singh,
1987).
O fato de plantas de seringueira apresentarem gran-
de capacidade de assimilação do amônio nas lâminas
foliares pode representar uma vantagem do ponto de
vista ecofisiológico, uma vez que o amônio liberado
durante o processo fotorrespiratório teria condições de
ser reassimilado pela planta, reduzindo as perdas para
o meio pela volatilização (Farquhar et aI., 1980).
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